ten Fall gehorcht die Substitution der abnehmenden Span-
nung von der Peripherie zur Seelenachse der Helix!!'5, Im
letzten Fall wird eine lange P-P-Bindung in P,S, so substi-
tuiert, daB die Geriistspannung abnimmt(171,
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Charakterisierung ligandstabilisierter
Bimetall-Kolloide durch hochauflésende
Transmissionselektronenmikroskopie und
energiedispersive Rontgenmikroanalyse **

Von Giinter Schmid*, Andreas Lehnert, Jan-Olle Malm und
Jan-Olov Bovin

Professor Hans Georg von Schnering
zum 60. Geburtstag gewidmet

Bimetall-Cluster und -Kolloide sind aus zwei Griinden
von besonderem Interesse: Zum einen kénnen sie als Mo-
delle zur Bildung von Legierungen dienen, zum andern
konnte der Einsatz von teuren Metallen wie Pt durch Opti-
mierung der Synthesebedingungen, die die Herstellung sehr
diinner Oberflichenschichten ermdglichen, auf ein Mini-
mum reduziert werden.

Miner et al.!' beschrieben die Synthese von Gold-Platin-
und Palladium-Platin-Legierungen als monodisperse Sole
durch die gleichzeitige Reduktion entsprechender Salzgemi-
sche in verschiedenen molaren Verhéltnissen. Danach ist die
Bildung von Gold-Platin-Legierungen in jedem beliebigen
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Institut fiir Anorganische Chemie der Universitit
UniversitatsstraBe 5—7, W-4300 Essen 1
Dr. J-O. Bovin, M. Sc. J-O. Malm
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Atomverhiltnis moéglich, obwohl die beiden Metalle eine
breite Mischungsliicke zwischen 2 und 85 % Au aufweisen!?!.
Die Homogenitit der Au/Pt-Legierungen wurde aufgrund
optischer Spektren, Sedimentationsmessungen und elek-
tronenmikroskopischer Untersuchungen postuliert. Die fiir
diese Untersuchungen benutzten PartikelgroBen variierten
zwischen 3-6nm. Die Verdnderungen der d,,,-Abstinde
konnen jedoch mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) schwerlich genau genug bestimmt werden, um die
Homogenitit der Partikel zu beweisen, wie das in der Arbeit
von Miner et al. behauptet wird.

Diese Arbeit beschreibt die Synthese ligandstabilisierter
Bimetall-Kolloide und identifiziert die Schalenstruktur sol-
cher Partikel mittels hochauflésender Transmissionselektro-
nenmikroskopie (HRTEM) und energiedispersiver Roént-
genmikroanalyse (EDX).

Goldkolloide mit einem Durchmesser von 18 nm!3-*! kén-
nenn mit Platin- oder Palladiumschalen bedeckt werden,
wenn eine wiBrige Losung der Kolloide zu einer Lésung von
H,PtCl; bzw. H,PdCl, und H;NOHCI gegeben wird. Das
urspriinglich rote Goldkolloid wird dabei braun-schwarz.
Die Zugabe von p-H,NC,H,SO,Na stabilisiert die erzeug-
ten Partikel in entsprechender Weise wie P(m-C,H,SO;Na),
die Goldkolloide!®), so daB} sie im festen Zustand isoliert
werden kdnnen. Diese Art der Stabilisierung unterscheidet
sich charakteristisch von fritheren Methoden, bei denen Kol-
loide mehr oder weniger in Polymere eingebettet wurden.
Die hier verwendeten Liganden verhalten sich wie in Kom-
plexen und Clustern und verleihen den Kolloiden ,,moleku-
laren* Charakter. Die Kolloide zeigen Metallglanz. Die
HRTEM-Untersuchungen der Gold-Platin- und Gold-Pal-
ladium-Partikel zeigen betrachtliche strukturelle Unterschie-
de, auch wenn beide mit ungefihr 35nm gleich groB sind.

Im Falle der Au/Pt-Partikel beobachten wir einheitlich
groBe heterogene Agglomerate, die einen durchschnittlichen
Goldgehalt von etwa 15Atom-% aufweisen. Diese Agglo-
merate sind aus einem Goldkern aufgebaut, der von etwa
5nm groBen Platinkristallen umgeben ist, die untereinander
ziemlich ,,locker* verbunden sind (Abb.1 links). Die EDX-
Mikroanalyse zeigt deutlich, daf} die 4uBere Schicht aus klei-
neren Platinkristallen besteht (Abb.1 rechts). Dies wird
durch Vergleich des Spektrums, das durch Fokussieren des
Elektronenstrahls (Durchmesser 39 nm) auf die gesamte Par-

o

2 9% 9 98 100 102
107" x R [keV] —=

Abb.1. Links: HRTEM-Aufnahme von Au/Pt-Partikeln auf einem amorphem
Kohlenstoff-Film. Die EDX-Spektren (rechts) werden mit einem Elek-
tronenstrahl erhalten, der wie die Kreise im linken Teil der Abbildung positio-
niert ist. Die Registrierzeit fir das EDX-Spektrum, bei dem der Elek-
tronenstrahl nur die Kante des Teilchens trifft, ist zehnmal linger als im Falle
des zentrierten Strahls. ——— Kante, — Zentrum der Partikel. C = Zihlrate,
R = MeBbereich. L, bezeichnet den Elektroneniibergang von der M- in die
L-Schale.
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tikel erhalten wird, (linker Kreis in Abb.1 links) und das
Information sowohl iber Au als auch Pt liefert, mit demjeni-
gen, das erhalten wird, wenn der Strahl nur die &ueren 5nm
der Partikel abdeckt (rechter Kreis in Abb. 1 links) bewiesen.
Das letztere Spektrum weist nur Signale von Pt auf, wie aus
den Au- und Pt -Spektren hervorgeht, die in Abbildung1
rechts verglichen werden. Die Strahlverbreiterung (0.8 nm
bei 200kV und 10nm Kristalldicke) ist bei kleinen Partikeln
dieser Dicke vernachldssigbar.

Die HRTEM-Abbildungen der Au/Pt-Partikel deuten an,
daB dem Aufwachsen der duBeren Pt-Schicht die Bildung
5nm kleiner Pt-Kristalle vorausgeht. Diese kleinen Kristalle
werden dann an die Oberfliche der 18 nm groBen Au-Parti-
kel angelagert.

Laser-optische Diffraktogramme der 35nm groBen Parti-
kel zeigen, daB die Kristalle, aus denen die ganze Partikel
zusammengesetzt ist, im Prinzip auf zwei Arten zueinander
orientiert sein kdnnen (Abb. 2 links). In der mit A gekenn-
zeichneten Partikel haben fast alle Kristalle gleiche kristallo-
graphische Orientierung, wie das optische Diffraktogramm
von A zeigt.

Abb.2. Links: Zwei Typen von Au/Pt-Partikeln, abgebildet mittels HRTEM
bei 400kV. Das optische Diffraktogramm der gesamten Partikel A ist unten
links, dasjenige von B unten rechts abgebildet. Rechts: Ein strukturell gut
geordnetes Au/Pd-Teilchen, abgebildet mittels HRTEM bei 400kV. Das opti-
sche Diffraktogramm der gesamten Partikel ist eingefiigt.

Dagegen zeigt das optische Diffraktogramm von Partikel
B eine willkiirliche Orientierung der kleinen Pt-Kristalle, die
die duBere Schale der Partikel bilden. Der Grund fiir das
Auftreten von zwei intergranularen Strukturen ist unklar;
dies konnte jedoch von der Struktur des 18 nm-Au-Kernes
abhingen. Friihere Untersuchungen® an Au-Kolloiden
zeigten, daB die Struktur entweder einkristallin ohne Defekte
oder polykristallin sein kann. Eine einkristalline Struktur des
Kernes kann leicht Partikeltyp A induzieren, wenn die Pt-
Kristalle epitaktisch auf den Goldkern aufwachsen, wihrend
eine vielfach verzwillingte Struktur des Kerns mehrere Mog-
lichkeiten fiir die Orientierung der angewachsenen Pt-Kri-
stalle bietet.

Im Gegensatz zur Gold-Platin-Legierung bilden Gold und
Palladium eine kontinuierliche Reihe fester Ldsungen!?.
Reduziert man eine wiBrige Losung von H,PdCl, mit
Hydroxylamin in Gegenwart von 18 nm-Au-Kolloiden und
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komplexiert mit pH,NC,H,SO,Na, so kdénnen Au-Pd-
Kolloide in Form eines silbergrauen, metallisch aussehenden
Feststoffes isoliert werden. Solche Kolloide sind in Wasser
unter Braunfarbung wieder 16slich.

HRTEM-Untersuchungen dieser Kolloide zeigen andere
Strukturbilder als die Au/Pt-Kombinationen. Zwei Partikel-
arten konnen unterschieden werden. In Abbildung?2 rechts
ist eine Partikel mit vollstindig geordneter Struktur gezeigt,
wie das eingefiigte optische Diffraktogramm belegt. Ein Ver-
gleich dieser Partikel mit der Au/Pt-Partikel A in Abbil-
dung 2 links zeigt, daB die Au/Pd-Partikel eine glattere Ober-
fliche aufweist. Dadurch resultiert eine kleinere Oberfliche.
Der dunkle Kern der Au/Pd-Partikel kann als Goldnucleus
interpretiert werden, der von einer helleren Schale gut geord-
neter Palladiumatome umgeben ist. Diese wird fiir die leich-
tere Pd-Schale deutlicher sichtbar als im Falle von Pt.

Der zweite Au/Pd-Strukturtyp dhnelt Typ B von Au/Pt in
Abbildung 2 links insofern, als das Teilchen ebenfalls ein op-
tisches Diffraktogramm des ,,polykristallinen Typs liefert
(Abb. 3 links). Die Oberfliche der intergranularen Struktur
ist in diesem Fall auch glatter als im Falle von Au/Pt. Die
HRTEM-Aufnahme der angendhert sphérischen Partikel
zeigt ebenfalls einen dunklen Kern.

Das EDX-Spektrum einer derartigen einzelnen Partikel
ergibt eine Zusammensetzung von etwa 17 Atom-% Gold
und 83 Atom- % Palladium. Analysen der peripheren Regio-
nen der Partikel (vgl. Abb. 1) ergeben ein Spektrum von na-
hezu reinen Palladium (Abb. 3). Die Zusammensetzung der
Kolloide variiert nur unwesentlich. Der Durchmesser des
Kolloids in Abbildung3 links betrdgt etwa 36nm. Da die
Keim-Goldkolloide einen durchschnittlichen Durchmesser
von 18.5nm haben, errechnet sich das Au:Pd-Verhéltnis zu
1:5 bis 1:6. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit den
Analyseergebnissen, wonach das durchschnittliche Atom-
verhiltnis der Au/Pd-Partikel ungefdhr 1:5 betrégt.

Wihrend der Beobachtung mit einer Strahlintensitit von
20-40 Acm ™2 erwiesen sich die Partikel als stabil, abgese-
hen von einigen Oberflichenumlagerungen, wie sie stets auf
Metalloberflichen beobachtet werden konnen. Die Ront-
genmikroanalysen wurden mit einer etwas kleineren Intensi-
tit des Elektronenstrahls (= 5A cm~2) durchgefiihrt. In kei-
nem Fall konnten strukturelle Verdnderungen der Partikel
beobachtet werden.

Die Abfolge der Metalle kann bei diesen Partikeln auch
umgekehrt werden. So konnen z. B. 15nm-Palladiumkollo-

18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
107 x 7 [keV] —=

Abb.3. Links: HRTEM-Abbildung eines ,,polykristallinen* Au/Pd-Teilchens,
aufgenommen bei 400kV mit optischem Diffraktrogramm. Rechts: Vergleich
der EDX-Spektren eines Au/Pd-Partikels, wobei der Elektronenstrahl entspre-
chend den Kreisen in Abbildung 1 positioniert war. Die Registrierzeit des EDX-
Spektrums, bei dem der Strahl auf den Rand des Teilchens trifft, ist zechnmal
ldnger als im Falle des zentrierten Strahls. ——— Kante, — Zentrum der
Partikel. C = Zihlrate, R = MeBbereich. L und M bezeichnen Elektronen-
iiberginge in die L- bzw. M-Schale aus hoheren Niveaus.
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ide aus PdCl, in Salzsdure mit Trinatriumcitrat hergestellt
werden. Fiigt man Tetrachlorogoldsdure zu der kolloidalen
Losung und reduziert anschlieBend mit Hydroxylamin, so
wird die dulere Schale aus Gold gebildet. Die Stabilisierung
eines so hergestellten Pd/Au-Sols mit P(m-C¢H,SO;Na), er-
gibt isolierbare Kolloide. Thre Farbe entspricht der reiner
ligandstabilisierter Goldkolloide. Mit diesen Methoden kon-
nen Bimetall-Kolloide leicht hergestellt und stabilisiert wer-
den. HRTEM und EDX sind zum Nachweis des schalenfor-
migen Aufbaus dieser Kolloide geeignet.

Experimentelles

Gold-Platin-Kolloide : 1600 mL vollentsalztes Wasser werden in einem 2 L-Be-
cherglas zum Sieden erhitzt. 16mL einer 1proz. Losung von HAuCl, (5.00g
AuL~")und 80mL einer 1 proz. Lésung von Trinatriumcitrat werden nach und
nach unter heftigem Riihren zugegeben. AnschlieBend wird die Losung 1h am
Sieden gehalten. Man erhilt ca. 1500mL eines rubinroten Goldsols, das Teil-
chen von 18-19nm Durchmesser enthélt, wie elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen gezeigt haben. Diese Goldkolloid-Ldsung wird in eine Mischung
aus 116 mL einer 1 proz. Lésung von H,PtCl (5.00g Pt L~ ') und 100 mL einer
1proz. Lésung von H;NOHC! in 8L Wasser gerithrt und anschlieBend auf
60° C erhitzt. Im Verlaufe von 3h wird das rote Goldsol dunkelbraun (Farbe
des Platinkolloids). Um die Partikel zu stabilisieren, werden 50mg p-
H,NC¢H,SO,Na zugesetzt. Man engt im Wasserstrahlvakuum bis zur Koagu-
lation ein (Entfarbung der Lésung). Der Niederschlag wird durch Zentrifuga-
tion abgetrennt (5000 Umdrehungen pro Minute) und im Vakuum getrocknet.
Gold-Palladium-Kolloide : Das Goldsol, nach der obigen Methode hergestellt,
wird in einem 10L-Becherglas auf 8L verdiinnt. Im Verlauf von 8h werden
83mL einer 0.037 molaren Losung von H,PdCl, (6.6g PdCl, und 7.5mL 1n
HCl in 1L H,0) und 100mL einer 1proz. Losung von H,;NOHCI gleich-
zeitig zugetropft. Nach 48h Riihren bei Raumtemperatur werden 2g p-
H,NC¢H,SO;Na hinzugefiigt, und anschlieBend wie oben isoliert. Das Pro-
dukt besteht aus silbergrauen Palladiumkolloiden, welche in Wasser vollstindig
16slich sind.

Mikroanalyse und Mikroskopie : Die Kolloide werden in Methanol dispergiert
und auf einen durchldcherten Kohlenstoff-Film gebracht. Die methanolfeuchte
Probe wird anschlieBend in das Mikroskop gebracht, wo das Hochvakuum
innerhalb des Mikroskops benutzt wird, um das Losungsmittel zu entfernen.
Die die Kolloide stabilisierenden Liganden konnen durch den auf die beobach-
tete Fliche auftreffenden Elektronenstrahl entfernt werden. Die hochauflésen-
de Elektronenmikroskopie wurde mit einem JEM-4000 EX-Gerit durchge-
fiihrt, das mit einer Beschleunigungsspannung von 400kV betrieben wurde und
das eine strukturelle Aufldsung von 0.16 nm erreichte. Die EDX-Analyse er-
folgte mit einem Link-AN-10000 System, das an ein JEM-2000-FX-STEM-
Mikroskop mit einer Strahlfokussierung von 30nm gekoppelt war. Die
EDX-Spektren wurden mit einer Software fiir Diinnschichtanalyse (Link RTS
2/FLS) ausgewertet.
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Enzymatische zweistufige Synthese von /V-Acetyl-
neuraminsiure im Enzym-Membranreaktor

Von Udo Kragl, Daniel Gygax, Oreste Ghisalba
und Christian Wandrey*

N-Acetylneuraminsdure (NeuSAc) 4 ist die bekannteste
Verbindung unter den Sialinsduren, einer speziellen Klasse
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von Aminozuckern. Diese sind in endstdndigen Positionen
von Glycoproteinen und Glykolipiden zu finden, die eine
wesentliche Rolle bei biologischen Erkennungsprozessen
spielen!t- 21, Derivate von NeuSAc finden Verwendung als
Inhibitoren von Sialidasen'®.. Die mit Cytidin-5'-monophos-
phat aktivierte NeuSAc wird zur in-vitro-Synthese von
Sialyloligosacchariden verwendet!*). Da diese Substanzklas-
sen wegen ihrer biologischen Funktion zunehmend an Inter-
esse gewinnen, werden steigende Mengen an Neu5Ac bend-
tigt. Diese wird zur Zeit aus natiirlichen Quellen isoliert,
wodurch die Verfiigbarkeit limitiert und der Preis relativ
hoch ist.

In den letzten Jahren wurden mehrere enzymatische Syn-
thesen von NeuSAc 4 ausgehend von N-Acetylmannosamin
(ManNACc) 2 und Brenztraubensdure 3 beschrieben, wobei
als Katalysator N-Acetylneuraminsiure-Aldolase (E.C.
4.1.3.3) dient!®l. Dabei wurde in der Regel ein sieben- bis
zehnfacher UberschuB an 3 verwendet, um hohe Umsitze zu
erzielen. 2 wurde durch basenkatalysierte Epimerisierung
von N-Acetylglucosamin (GIcNAc) 1 chemisch herge-
stellt!®). Das Reaktionsprodukt enthélt die beiden Epimere
im Verhéltnis von etwa 1:1. 1 ist kein Substrat fiir die Aldola-
sefs],

HOH,C  NHAc HOH 5y COOH
0 o HO XS o
Hﬂo Aldolase H 0 H
+ A = AcHN
HsC~ COOH

OH OH
2 3 4
ﬂEpimerose
HOH,C
H
Bo
At:HNOH

Wir beschreiben hier ein Verfahren, bei dem die Epimeri-
sierung ebenfalls enzymatisch mit N-Acylglucosamin-2-Epi-
merase (E.C. 5.1.3.8) durchgefiihrt wird"1. Durch Kopplung
dieser mit der oben genannten Enzymreaktion wird 2 ohne
Isolierung direkt weiter zu 4 umgesetzt. Durch Einsatz der
beiden Enzyme in geldster Form im Enzym-Membranreak-
tor (EMR) gelingt die Synthese von NeuSAc 4 besonders
6konomisch.

Der EMR st fiir den Einsatz gereinigter Enzyme er-
probt®®l. Das Prinzip des EMR-Verfahrens ist in Abbil-
dung1 dargestellt. Die Substrate werden mit konstantem
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Abb.1. Prinzip des Enzym-Membranreaktors mit Pumpe und Sterilfilter.

FluB entsprechend einer konstanten Verweilzeit durch ein
Sterilfilter in den Reaktor gepumpt. Die homogen geldsten
Enzyme werden durch eine Ultrafiltrationsmembran im Re-
aktor zuriickgehalten, die jedoch fiir die Substrat- und Pro-
duktmolekiile durchldssig ist. Die Anordnung wird vor dem
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